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15 Abstract 



The radiation beams are formed from a single light source (1) and the beams have 
different wavelengths. A light source is provided with a wide spectral energy-spectrum or 
20 with different distinct wavelengths. Also conventional optical components such as a 
condenser lens system (2), lenses, dichroic beam dividers and optical filters are arranged 
so that independent radiation beams are formed. 

The independent radiation beams are separately modified and then are passed into each 
other. The light beam thus formed consists of different wavelengths. A dichroic double 

25 mirror (10) or a rejection band filter is provided, which transmits with higher efficiency, 
as well as reflecting the different excitation beams besides the fluorescence colours. 
USE/ADVANTAGE - For detecting characteristics eg of biological cell esp. for 
observing fluorescence characteristics of DNA, RNA etc. Simple optical system 
facilitates quantitative measurement of fluorescent light of different wavelengths of 

30 different colouring, with min. effects of chromatic aberrations in excitation light path. 
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Die Erfindung betrifft ein Auflicht-Fluoreszenzmi- 
kroskop nach dem Oberbegriff des Patenianspruches 1. 

Ein derartiges Auflicht-Fluoreszenzmikroskop ist aus 5 
derDE39 15 421 Al bekannt Bei diesem Auflicht-Fluo- 
reszenzmikroskop erzeugt ein erster und ein zweiter 
dichroitischer Sirahlteiler aus einem Anregungslicht- 
bDndel zwei TeillichtbQndel mil unterschiedlicher Wel- 
lenlange. Diese TeillichtbQndel werden Qber eine Loch- | 0 
scheibe abwechselnd einem dritten dichroitischen 
Strahlteiler zugefuhrt und von diesem zu einem Ge- 
samtlichtbQndel vereinigt, wobei eine Verwendung un- 
terschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe auch einen Aus- 
lausch der dichroitischen Sirahlteiler und der zugehdri- l5 
gen Monochromatisierungsfilter erfordert Dieses be- 
kannte Auflicht-Fluoreszenzmikroskop ermdgllicht kei- 
ne Aufteilung des Anregungslichtbundels in Teillicht- 
bOndel und deren separate, wellenlangen-spezifische 
Korrektur mit anschlieOender Vereinigung zu einem 2 o 
GesamtlichtbiindeL 

Aus der DE 28 1 8 84 1 C2 ist ein Auflicht-Fluoreszenz- 
mikroskop bekannt, bei dem ein erster dichoitischer 
Strahlteiler das AnregungslichtbQndel auf die zu unter- 
suchenden Zellen reflektiert und das emitierte Fiuores- 25 
zenzlicht passieren laBt, das dann von einem weiteren 
dichroitischen Strahlteiler in einen fur den Zellkern und 
einen fUr das Zytoplasma charakteristischen Anteil auf- 
gespalten wird, aus deren Verhaitnis auf das Vorliegen 
einer Krebszelle geschlossen wird. 30 

Die Beobachtung und Messung von Lumineszenz 
(z. B. Fluoreszenz) ist eine Mdglichkeit, die Eigenschaf- 
ten von biologischen Zellen zu untersuchen. Solche 
Analysen kdnnen gemacht.werden, indem die Zellen mit 
unterschiedlichen chemischen Substanzen behandelt 35 
und mit Licht bestrahlt werden. Zellen kdnnen mit un- 
terschiedlichen Fiuoreszenzfarbstoffen gefarbt werden, 
die Fluoreszenzlicht ausstrahlen, das spezifisch ist fur 
Zellinhaltsstoffe wie z. B. DNA, RNA, Gesamtprotein 
oder bestimmte Proteine, die mit monoklonalen Anti- 40 
korpern markiert sind 

Farbstoffe far solche Analysen zeigen Absorptions- 
maxima bei bestimmten Wellenlangen. In Systemen vor 
der hier beschriebenen Erfindung werden fur die Beob- 
achtung und Analyse von Zellen, die mit zwei oder mehr 45 
als zwei unterschiedlichen Fiuoreszenzfarbstoffen mit 
Absorptionsmaximal in weit voneinander entfernt lie- 
genden Spektralbereichen gefarbt sind, vollstandige 
SStze von optischen Komponenten ausgetauscht, die 
aus Anregungsfiitern, einem Sperrfilter, und einem di- 50 
chroitischen Farbteiler bestehen. Solch ein Filter und 
Spiegel-Satz, dessen spektrale Charakteristik zu den 
Absorptions- und Fluoreszenzemissionseigenschaften 
von einem Farbstoff paflt, wird durch einen anderen 
Filter und Spiegel-Satz ersetzt, der zu den Eigenschaf- 55 
ten ernes anderen Farbstoffs paBt und so weiter. 

KQrzlich hat die Firma Zeiss einen Doppelfihersatz 
emgefQhrt, der es erm6glicht, mit Hilfe einer einzelnen 
Lampe als Lichtquellen die Fluoreszenz von zwei unter- 
schiedHchen Fluorochromen zu beobachten, die in un- 6 o 
terschiedlichen Spektralregionen absorbieren. Diese 
Regionen, die eine liegt bei 490 nm, die andere bei etwa 
550 nm, sind nicht .weit voneinander entfernt Die Effek- 
te von chromatischen Aberrationen im Anregungslicht- 
weg sind also nur gering. Das Prinzip dieses Systems 6 5 
berQcksichtigt und korrigiert nicht chromatische Fehler, 
die sich nachteilig auswirken kdnnen, wenn Anregungs- 
lichtwelleniangen aus weit voneinander entfernt iiegen- 



den Spektralbereichen gewahlt werden. In Mikro- 
skopen, die solche optischen Komponenten verwenden, 
. ist eine exakte quantitative Fluoreszenz-Analyse nicht 
moglich, wenn die Emissionsspektren der Farbstoffe 
Oberlappen oder wenn Energietransfer von einem Fluo- 
rochrom zum anderen vorkommt. 

Fur die ausschlieBlich quantitative Analyse von Fluo- 
reszenz in Zellen, die mit zwei oder mehr als zwei Fluo- 
rochromen gefarbt sind, existieren DurchfluBcytome- 
ter-Systeme, die in zwei oder drei getrennten Bereichen 
in der Objektebene die Fluoreszenzen mit Licht unter- 
schiedlicher Wellenlangen anregen. Solche Systeme 
werden beschrieben von M. St6hr in "Double Beam Ap- 
plication in Flow Technique and recent Results", hilse- 
Cytophotometry, 1 976, 39 - 145, und von W. Gdhde (US 
4 225 229). In diesen Systemen flieBt jede Zelle, die ana- 
lysiert wird, der Reihe nach durch diese Bereiche und 
strahlt Fluoreszenzlicht aus, das quantitativ gemessen 
wird. Die Morphologie von Zellen oder die Architektur 
von ganzen, intakten Geweben kann jedoch nicht in 
solchen Systemen betrachtet oder analysiert werden. / 
Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, ein 
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop der eingangs genann- 
ten Art far quantitative MeBzwecke zur VerfOgung zu 
stellen, das eine von einer chromatischen Aberration 
ungestdrte Anregung unterschiedlicher Fluoreszenz- 
farbstoffe auch dann ermoglicht, wenn sich diese in ih- 
ren Anregungswellenlangen erhebiich unterscheiden. 

Diese Aufgabe wird durch das Kennzeichen des An- 
spruches 1 gelost 

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind Gegenstand der 
Anspruche 2 bis 6. 

Die Strahlenbundel werden unabhangig voneinander 
verandert, indem mit Hilfe von Farbgias- oder Interfe- 
renzfiltern spezifische, unterschiedliche Wellenlangen 
herausgefiltert werden. Die Durchmesser der Strahlen- 
bQndel werden reduziert und dem Durchmesser der Ein- 
trittspupille des Objektives angepaBt. Diese Verkleirie- . 
rung der Strahlenbflndeldurchmesser wird unabhangig 
far jedes StrahlenbQndel mit Hilfe von zwei Linsen er- 
reicht. Die Positionen der Linsen werden so gewahlt, 
daB chromatische Aberrationen, die durch alle Linsen 
des Anregungslichtweges eingefohrt werden kdnnen, 
fur die entsprechenden Wellenlangen der Strahlenbun- 
del minimiert werden, Auf diese Weise kann das Kdhler- 
sche Beleuchtungsprinzip far die unerschiedlichen 
Strahlenbundel verwirklicht werden, auch wenn das 
verwendete Mikroskop-Objektiv nicht fur Farbfehler in 
den Spektralbereichen von Interesse korrigiert ist. Das 
heiBt, daB die Lichtquelle fur jedes einzelne Strahlen- 
bundel in der Eintrittspupille des Objektives abgebildet 
werden kann. Die Position der Eintrittspupille kann far 
unterschiedliche Wellenlangen verschieden sein, abhan- 
gig von der Farbkorrektur des Objektives fur diese 
Wellenlange. 

Die genanftten unabhangigen Strahlenbundel wer- 
den, nachdem sie die Linsenpaare passiert haben, mit 
Hilfe von Vollspiegeln und einem dichroitischen Spiegel 
ineinander Uberfuhrt. Sie passieren eine weitere Linse 
und werden dann von einem dichroitischen Mehrfach- 
spiegel, der durch zwei oder mehr Reflexions- und 
Transrnissionsbanden charakterisjert ist, fast vollstandig 
reflektiert Das reflektierte Licht, das aus unterschiedli- . 
chen Wellenlangen besteht, tritt in das Mikroskop-Ob- 
jektiv ein und beleuchtet die Objektregion homogen 
entsprechend dem Kohlerschen Prinzip. 

Anstelle von Bogeniampen kdnnen auch Laser mit 
Linien unterschiedlicher Wellenlange verwendet wer- 
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den. 

Das Fluoreszenzlicht von Zellen, die mit zwei oder 
mehr als zwei Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt sind, wel- 
che durch die gewahlten Wellenlangen der Anregungs- 
strahlenbilndel angeregt werden, glangt in das Mikro- 5 
skop-Objektiv, passien das Objektiv und passiert dann 
den genannten dichroitischen Mehrfachspiegel. der eine 
hohe Transmission in den Spektralbereichen des Fluo- 
reszenzlichtes hat. Ein zus^tzlicher dichroitischer Spie- 
gel desselben Typs wird als Sperrfilter verwendet, um 10 
Hiniergrundlicht zu schwSchen. Ein Bild des Objekts 
wird in der Ebene der MeQfeldblende im Emissions- 
lichtstrahlengang gebildet Falls es keine konvenrtonel- 
len Mikroskop-Objektive mit Linsensystemen gibt, die 
in den Spektralbereichen des Fluoreszenzlichtes der 15 
verwendeten Fluoreszenz fur chromatische Fehler kor- 
rigiert sind, wird die Verwendung von Spiegelobjekti- 
ven, die frei von chromatischen Aberrationen sind, vor- 
geschlagen. Das Fluoreszenzlicht passiert einen zweiten 
Sperrfilter, tritt in das Mikroskop-Okular ein und das 20 
Objekt kann mit dem Auge betrachtet werden oder 
quantitativ mit Hilfe von elektronischen Vorrichtungen 
wie CCD-Kameras analysiert worden. 

Mit diesem relativ einfachen optischen System, das 
mehrere Wellenlangen von einer einzelnen Lichtquelle 25 
ausnutzt, ist es moglich, mehrere Fluoreszenzen, auch 
aus weit voneinander entfernt liegenden Spektralberei- 
chen, von statischen Objekten wie biologischen Zellen 
zu analysieren. Diese Analysen konnen gleichzeitig ge- 
macht werden; das System ist also betrachtlich schneller 30 
als Mikroskope, die austauschbare Filterblocks verwen- 
den. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beschrei- 
bung in Verbindung mit den gezeigten Abbildungen na- 
her erlautert 

Es zeigt 

Abb. 1 eine schematische Skizze des optischen Sy- 
stems nach einem Ausfuhrungsbeispiel; 

Abb. 2 ein Transmissionsspektrum des verwendeten 
Doppelspiegels; 40 

Abb. 3 eine Modification des beschriebenen, opti- 
schen Systems mit einem rotierendenBiendenrad; 

Abb. 4 eine der Abb. 1 entsprechende schematische 
Darstellung, jedoch einer anderen Ausfuhrungsform; 

Abb, 5a und 5b weitere Modifiklationen des optischen 45 
Systems; und 

Abb. 6 eine schematische Darstellung einer Anwen- 
dungsmbglichkeit des beschriebenen optischen Systems 
in Verbindung mit einer Nipkow-Scheibe. 

Abb. 1 zeigt eine schematische Skizze des optischen 50 
Systems gemaB der hier beschriebenen Erfindung. Der 
rechte Teil zeigt das ganze optische System, wahrend 
der linke Teil nur die Emissionslicht-Optik darstellt Als 
ein Beispiel wird die Anregungslichtoptik fur ultravio- 
lettes und grunes Licht einer Quecksilberdarnpfiampe 55 
gezeigt. Die Bezeichnungen der speziellen Komponen- 
ten, die nur in diesem Beispiel verwendet werden, sind in 
Klammern gesetzt. Das in der Abb. 1 gezeigte optische 
System hat eine Lichtquelle 1 (z. B. eine Quecksilber- 
darnpfiampe HBO 100)..Der Collimator 2 sammelt einen 6 o 
Teil des Lichts, das von der Lichtquelle ausgestrahlt 
wird, und bundelt es zu einem anna'hernd parallelen 
Lichtstrahlenbundel. Das Licht passiert dann Warme- 
schutzfilter 3 (Schott Filter KG1 und BG38) und wird 
dann in zwei Strahlenbundel aufgeteilt mit Hilfe eines 65 
dichroitischen Spiegels 10a (dichroitischer Spiegel mit 
Kante bei 420 rim), der mit einem Winkel von 45 Grad 
zur optischen Achse des Mikroskop-Objektives geneigt 
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ist. zwei StrahlenbQndel mit Licht aus zwei unterschied- 
lichen Spektralregionen der Lichtquelle werden also ge- 
bildet. 

Diese Strahlenbtindel werden unabhangig voneinan- 
der verandert, zuerst, indem annShernd monochromati- 
sches Licht unterschiedlicher Wellenlangen mit Hilfe 
von optischen Filtern 4a (Schott Filter UG1) und 4b 
(BandpaBfilter F546) herausgefiltert wird. Dann werden 
die Lichtbundeldurchmesser mit Hilfe von Linsenpaa- 
ren 5a, 7a; 5b, 7b verringerL Diese Veranderung kann 
fur jedes der Strahlenbundel separat so gemacht wer- 
den, daB fur jede Wellenlange die Lichtquelle in die 
Eintrittspupille des Mikroskop-Objektives 13 abgebil- 
det wird unter Berucksichtigung von Effekten von chro- 
matischen Aberrationen der Linsen im Anregungslicht- 
weg. Auf diese Art kann Kdhlersche Beleuchtung fur 
beide Wellenlangen erreicht werden. 

Der abgelenkte Lichtstrahl wird von zwei Vollspie- 
geln 6 und 8 und dem konventionellen dichroitischen 
Spiegel 10b (Strahlenteiler mit Kante bei 420 nm) re- 
flektiert Die drei Spiegel sind mit einem Winkel von/45. 
Grad zur optischen Achse des Mikroskop-Objektives 
geneigt Indem die Spiegel so angeordnet werden wie es 
in Abb. 1 gezeigt ist, werden die beiden Strahlenbundel 
ineinander uberfuhrt Der Vollspiegel 8 ist in alien drei 
Richtungen justierbar, so daB durch eine Feineinstel- 
lung gewahrleistet ist, daB die Strahlenbundel richtig 
ineinander uberfuhrt werden. Leuchtfeldblenden 9a, 9b 
konnen angewendet werden, um den ausgeleuchteten 
Bereich in der Objekt-Ebene zu begrenzen. 

Die kombinierten Strahlenbundel passieren eine Lin- 
se 11 und werden dann fast vollstandig von dem dichroi- 
tischen Mehrfachspiegel 12a (in diesem Beispiel ein 
Doppelspiegel mit Reflektionsbanden im ultravioletten 
und griinen Spektralbereich; Transmissionsspektrum 
des Spiegels siehe Abb. 2), der auch mit einem Winkel 
von 45 Grad zur Mikroskop-objektiv Achse geneigt ist, 
reflektiert Das Licht passiert dann das Mikroskop-Ob- 
jektiv 13, das ein Glycerin- Immersions-Objektiv mit ho- 
lier numerischer Apertur sein kann, passiert das Glyce- 
rin 14, das Deckglas 15 und beleuchtet dann eine biolo- 
gische Zelle 16 in der Objektebene. 

Ein Teil des Fluoreszenzlichts der Zelle, die mit zwei 
unterschiedlichen Fluorochromen gefarbt ist, tritt in das 
Mikroskop-Objektiv ein, passiert das Objektiv und pas- 
siert zum grofien Teil den dichroitischen Doppelspiegel 
12a, der eine hohe Transmission in den Spektralberei- 
chen der Fluoreszenzlichtfarben aufweist Ein zweiter 
Spiegel desselben Typs 12b dient. als Sperrfilter zur 
Schwachung von Hintergrundlicht. In der Ebene der 
MeBfeldblende 19a wird ein Bild der Zelle geformt. Die- 
se Blende begrenzt den Teil des Objekt-Bildes, der be- 
trachtet oder analysiert wird. Das Licht passiert dann 
einen zusatzlichen Sperrfilter 20a (Schott Filter GG 
435). Das Fluoreszenzlichtbiid kann durch ein Okular 22 
betrachtet werden oder mit Hilfe von elektronischen 
Vorrichtungen wie z. B. CCD-Kameras analysiert wer- 
den. 

Abb. 2 zeigt das Transmissionsspektrum eines kom- 
merziell erhaltlichen Doppelspiegels 12a, der in dem in 
Abbildung 1 beschriebenen optischen System verwen- 
det werden kann, das als ein Beispiel die Auflicht-Fluo- 
reszenz-Anregung mit ultraviolettem (365 nm) und gru- 
nem (546 nm) Licht einer Quecksilberdarnpfiampe ge- 
maB der hier dargestellten Erfindung beschreibt. Das 
Spektrum wurde bei einem Einfallswinkel von 45 Grad 
aufgezeichnet. Dieser Spiegel ist charakterisiert durch 
Reflektionsbanden im ultravioletten (365 nm) und grii- 
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nen (546 nm) Spektralbereich und durch eine hohe 
Transmission im blauen (400 - 500 nm) und roten 
(>600nm) Spektralbereich. Dadurch wird eine starke 
Anregung mit ultraviolettem und grunem Licht und eine 
empfindliche Detektion von blauem und rotem Fluores- 
zenz-LichtermoglichL 

Abb. 3 zeigt eine Modifikation des optischen Systems^ 
das in der hier beschriebenen Erfindung dargestellt 
wird. Dieser Modifikation gemaB wird ein rotierendes 
Rad von Blenden 27 eingefilhrt, die als VerschluO je- 
weils ein paar von Anregungs- und Emissionslichtstrah- 
len blockieren, wahrend das andere Paar frei passieren 
kann. Auf diese Art k6nnen die beiden Fluoreszenzf arb- 
stoffe unabhSngig voneinander und exakt gemessen 



Bereiche in der Durchfluflkammer 17b des DurchfluBzy- 
tometers mit zwei StrahlenbQndeln von unterschiedli- 
cher Wellenlange beleuchtet werden. In dem in Abb. 4 
gezeigten Beispiei wird ultraviolettes und grQnes Licht 
emer Quecksilberdampflampe verwendet Das blaue 
und rote Fluoreszenziicht der Zellen, die mit zwei unter- 
schiedlichen, mit ultraviolettem und grdnem Licht an- 
regbaren Fluorochromen gefarbt sind und die beide Ex- 
zitationsregionen durchflieBen, passiert den dichroi- 
io tischen Doppelspiegel 12a. Mit Hilfe eines Strahlentei- 
lers 18 (dichroitischer Spiegel mit Kante bei 500 nm), 
der mit einem Winkel von 45 G rad zur optischen Achse 
des Mikroskop-Objektives installiert ist, k6nnen die 
werden Nach Abb f die lu^^Zi 7" d Huoreszenzintensitaten in den zwei Beleuchtungsberei- 

pn-iHMi 

f*n let rariant(n.L ~_ 



,. _ , uwi.1 m^ycii. rujun 

wenn die Emissionsspektren nur gering Uberlappen, ist 
erne exakte quantitative Messung beider Fluoreszenzin- 
tensitaten nicht mdglich, wenn das Fluoreszenziicht des 
einen Farbstoffs sehr viel starker ist als das des anderen 
Farbstoffs. 

Wenn zwei Vollspiegel 28 und 30 und ein Strahlentei- 
lerspiegel 29 (dichroitischer Spiegel mit Kante bei 
500 nm), wie in Abb. 3 gezeigt, zusatzlich verwendet 
werden, werden zwei Paare von Strahienbiindeln gebil 



reszenzfarbea 

Die Unterschiede und Vorteile dieser modifizferten 
Optik im.Vergleich zu der Zwei-Wellenlangen-Optik 
sind, daB das hier vorgestellte optische System zwei 
30 Strahlenbundel erzeugt, die unabhSngig voneinander 
zum Ausgleich von chromatischen Aberrationen modifi- 
ziert werden konnen, und daB es einen dichroitischen 
Doppelspiegel oder Rejektionsbandfilter verwendet 

kommerziell erhaltlichen dichroitischen Mehrfachspie 



lysiert werden, wobei eine hohe Frequenz des Umschal- 
tens gewahlt werden kann. Dadurch wird es mdglich, die 
Effekte von Energietransfer und von Oberlappungen 
der Emissionsspektra zu minimieren. 

Abb. 4 zeigt eine mogliche Modifikation des opti- 
schen Systems der hier dargestellten Erfindung, die es 
erm6glicht, quantitative, durchfluBzytometrische Fluo- 
reszenz-Analysen von Zellen entsprechend dem Prinzip 
der Zwei-Wellenlangen-Methode, auszufiihren. Diese 
Methode macht es moglich, ebenso wie die "double be- 
am"-Exitations-methode, die Fluoreszenzintensitaten 
von Zellen, die mit zwei Farbstoffen gefarbt sind, unab- 
hangig voneinander quantitativ zu messen. Beide Syste- 
me verwenden Beleuchtung mit zwei Exzitationslicht- 
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raumheh getrennten Bereichen der Objektebene, die 
beide von jeder zu analysierenden Zelle passiert wer- 
den. 

Indem das optische System, das in der hier vorgestell- 
ten Erfindung beschrieben wird, in ein DurchfluBzyto- 65 
meter eingebaut wird und indem es, wie in Abb. 4 ge- 
zeigt, mit Hilfe von zwei schlitzf6rmigen Leuchtfeld- 
blenden 9c, 9d modifiziert wird, kdnnen zwei separate 



gel 26a reflektiert, dessen Transmissionsspektrum, das 
bei einem Einfallswinkel von 45 Grad aufgezeichnet 
wurde, in der Abb. 5b gezeigt wird. 

Abb. 6 stellt eine mogliche Anwendung des optischen 
Systems der hier gezeigten Erfindung in einem konfoka- 
len Mikroskop dar, das eine Nipkow-Scheibe 31, ein 
Spiegel-Objektiv 32 und eine CCD-Kamera verwendet 
Das optische System ist so angeordnet, daB die Nipkow- 
Scheibe 31, die in der Ebene der Leuchtfeldbiende und 
MeBfeldblende liegt und die Konfokalitat filr Beleuch- 
tung und Abbildung erzeugt, mit den kombinierten 
Strahienbiindeln beleuchtet wird. Die Verwendung ei- 
nes Spiegelobjektives 32, das frei von chromatischen 
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regungswelienlange und beide Fluoreszenzfarben. Auch 
schwache Fluoreszenzen konnen dann mit Hilfe der 
CCD-Kamera detektiert werden. 

Patentanspriiche 

1. Auflicht-Fluoreszenzmikroskop zur Beobach- 
tung mehrerer Fluoreszenzvorgange, welche durch 
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unterschiedliche, in biologischen Zellen (16) einge- 
lagerte Fiuoreszenzfarbstoffe mit verschiedenen 
Fluoreszenzwelienlangen verursacht werden, 
mit einer multispektralen Lichtquelle (1) und einem 
zugehorigen Kollimator(2), 5 
und mit einem dem Kollimator (2) nachgeschalte- 
ten, ersten dichroitischen Strahlteiler (10a), welcher 
aus dem AnregungslichtbOndel ein Teillichtbundel 
reflektierend auskoppelt und das Restlichtbundel 
durch einen Monochromatisierungsfilter (4b) hin- io 
durch zu einem zweiten dichroitischen Strahlteiler 
(lOb)durchlaBt, 

wobei das Teillichtbundel uber einen weiteren Mo- 
nochromatisierungsfilter (4a) und zwei Spiegel (6, 
8) dem zweiten dichroitischen Strahlteiler (10b) zu- is 
gefuhrt wird, welcher das monochromatisierte Teil- 
lichtbundel dem von dem ersten Monochromatisie- 
rungsfilter (4b) monochromatisierten Restlichtbun- 
del reflektierend querschnittsgleich uberlagert 
und das Oberlagerungslichtbiindel einem dritten 20 
dichroitischen Strahlteiler (12a) im Objektivstrah- 
lengang zufuhrt, welcher das Oberlagerungslicht- 
biindel durch das Objektiv (13) hindurch auf die zu 
beobachtenden biologischen Zellen (16) reflektiert 
und das von diesen Zellen (16) abgegebene Fluores- 25 
zenzlicht zu dem Okular (22) durchlaBt, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sowohl im Strahlengang des monochromati- 
sierten Teillichtbundels nach dem weiteren Mono- 
chromatisierungsfilter (4a) als auch im Strahlen- 30 
gang des monochromatisierten Restlichtbundels 
nach dem Monochromatisierungsfilter (4b) jeweils 
ein separates Linsensystem (5a t 7a; 5b, 7b) ange- 
bracht und dem zweiten dichroitischen Strahlteiler 
(10b) eine Sammellinse (11) nachgeschaltet ist, 35 
welche das Oberlagerungslichtbiindel uber den 
dritten dichroitischen Strahlteiler (12a) der Objek- 
tivlinse (13) zufuhrt, 

wobei die Linsen des Linsensystems (5a, 7a) im Teil- 
lichtbundel hinsichtiich des Konvergenzwinkels des 40 
TeillichtbQndels derart pbsitioniert sind, daB die 
Sammellinse (11) das Teillichtbundel in den fUr die 
Wellenlange des Teillichtbundels maBgelblichen 
Fokuspunkt der Objektivlinse 13) abbildet, 
und wobei die Linsen des Linsensystems (5b, 7b) im 45 
Restlichtbundel hinsichtiich des Konvergenzwin- 
kels des Restlichtbundels derart positioniert sind, 
daB die Sammellinse (1 1) das Restlichtbundel in den 
fur die Wellenlange des Restlichtbundels maBgebli- 
chen Fokuspunkt der Objektivlinse (13) abbildet, 50 
so daB die beiden Linsensysteme (5a, 7a; 5b, 7b) 
jeweils auf ein monochromatisiertes Lichtbundel 
einwirken und somit keine chromatische Aberra- 
tion verursachen und die Objektivlinse (13) sowohl 
fur die Wellenlange des Teillichtbundels als auch 55 
fQr die Wellenlange des Restlichtbundels paralleles 
Anregungslicht zu dem Objekt hin abgibt. 

2. Auflicht-Fluoreszenzmikroskop nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, daB das Objektiv (13) 
fiir die von den Fluoreszenzfarbstoffen abgegebe- eo 
nen Fluoreszenzwelienlangen hinsichtiich einer 
chromatischen Aberration korrigiert oder als Spie- 
gelobjekttiv ausgebildet ist. 

3. Auflicht-Fluoreszenzmikroskop nach Anspruch 1 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen dem 65 
dritten dichroitischen Strahlteiler (12a) und dem 
Okular (22) ein. fiir die Fluoreszenzwelienlangen 
durchlassiger, vierter dichroitischer Strahlteiler 
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(12b) sowie zur Unterdruckung von Hintergrund- 
licht ein Sperrfilter (20a) angebracht ist 

4. Auflicht-Fluoreszenzmikroskop nach einem der 
vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeich- 
net, daB dem Okular (22) pro beobachteter Fluores- 
zenzwellenlange eine CCD-Kamera nachgeschaU 
tet ist und daB ein rotierendes Blendenrad (27) vor- 
gesehen ist, welches alternativ das monochrome 
Teillichtbundel und gleichzeitig den Lichtweg zu 
der zugehdrigen CCD-Kamera oder das mono- 
chromatisierte Restlichtbundel und gleichzeitig den 
Lichtweg zu dessen zugehoriger CCD-Kamera un- 
terbricht, so daB immer nur eine Anregungswellen- 
lange und die zugehSrige Fiuoreszenzwellenlange 
durchgelassen werden und dadurch Storeffekte in- 
folge einer Oberlappung der Emissionsspektren 
der Fiuoreszenzfarbstoffe oder einer Energieuber- 
tragung von einem Fl.uoreszenzfarbstoff auf einen 
anderen Fluoreszenzfarbstoff minimiert werden. 

5. Auflicht-Fluoreszenzmikroskop nach einem der 
vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
net, daB einer (8) der beiden Spiegel (6, 8) im Teil- 
lichtbundel zwischen dem dichroitischen Strahltei- 
ler (10b) und dem Linsensystem (5a, 7a) angebracht 
und seinerseits als dichroitischer Strahlteiler (24) 
ausgebildet ist, durch den hindurch das monochro- 
matisierte Licht einer zweiten Lichtquelle, deren 
Wellenlange von den Wellenlangen des monochro- 
matisierten Teillichtbundels und des monochroma- 
tisierten Restlichtbundels abweicht, einkoppelbar 
ist 

6. Auflicht-Fluoreszenzmikroskop nach einem der 
vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
net, daB der muiltispektralen Lichtquelle (1) ein 
Warmeschutzfilter (3) unmittelbar nachgeschaltet 
ist 
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